




























Dua,1 functions of the chimeric oncoprotein,
 PEBP2 β/CBF β一SMMHC, to disorganize stress
fibers a,s well as to deregulate trans-
criptional activation.
 (PEBP2β一SMMHC キメラ蛋白の, 転写脱制御
 能及 びス トレス・フ ァイ バー構成傷害能について)
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               研究目的
 ヒト急性骨髄性白血病の一型にみられる染色体逆位 16 (p13;q22) においては, PEBP2β遺
 伝子と平滑筋ミオシン重鎖 (SMMHC) 遺伝子との融合により, キメ ラ遺イ云子が生成される。 キ
 メラ遺伝子によりコー ドされる蛋白の PEBP2β部分は, ヘテロ二量体を形成するPEBP2 転写因
 子のうち DNA 非結合性サ ブユニッ ト, PEBP2βのアミノ酸配列に相当する。 一方, キメ ラ蛋白
 の SMMHC の部分は, 平滑筋ミオシン重鎖分子のロッド・ ドメインに相当する。 キメ ラ蛋白は,
 白血病発症の活性化オンコジン産物と して作用すると考え られるが, その作用機構については未
 だ不明な点が多い。 そこで本研究では, 組織培養細胞にキメラ cDNA をトランスフェク トする
 ことによ り, キメラ蛋白の細胞内局在について, 及びその細胞骨格及び転写活性化能への影響に
 ついて検討することと した。
               研究結果
 cDNA をトランスフェクトした細胞の免疫組織染色により, キメラ蛋白は, 細胞質と核の両
 方に局在することが判明した。 しかも驚くべきことに, キメ ラ蛋白の発現により細胞形態の劇的
 な変化が引き起こされた。 すなわち細胞は, 長い細胞質突起を有 し, 全体が伸長した状態となっ
 た。 そして形態変化をきたした細胞では, 二重蛍光染色による観察の結果, F一アクチンを含むス
 トレス・ファイバーの崩壊が認められた。 この際, キメ ラ蛋白のほとんどが, 細胞をディタージェ
 ント処理 したあとに残る細胞骨格画分中に保有されることが示された。
 またサイ トカラシ ンB を用いて一時的・可逆的な処理を施すと, キメ ラ蛋白を発現 している細胞
 では, 一度崩壊したストレス・ファイバーの再構築が阻害されていた。 さらにキメ ラ遺伝子から
 PEBP2β部分を欠如させた変異遺伝子やPEBP2β遺伝子自身を用いた実験から, 形態学的変化
 をもたらすためには, キメ ラ蛋白のPEBP2β及び SMMHC 両方の ドメイ ンが必要であることが
 示された。
 一方, PEBP2 結合配列に依存した転写活性化能をキメラ蛋白が抑制すること も, レポーター・
 プラスミ ドを用いた実験により, 確かめられた。
 以上によ り, PEBP2β一平滑筋ミオシン重鎖より成るキメ ラ蛋白 は, ストレス・ファイ バー
 及 び転写活性化能の両者に対 して二重の作用 を有することが示された。 そ してそれ らの2つの異
 なる作用は各々, キメ ラ蛋白の細胞質及び核内の局在に依存していると推定された。
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               研究の意義・独創的な点
 ヒト急性骨髄性白血病のプロ トオンコジンであるPEBP2β遺伝子産物の機能について は, 転
 写因子サ ブユニットと しての側面が従来知られてきたが, 申請者の報告した最近の知見 (基礎・
 参考論文を参照) により, 細胞骨格への関与もまた示唆されている。 さらに今回申請者は,
 PEBP2βと平滑筋ミオシン重鎖とのキメ ラ遺伝子産物が, 転写活性化能及び細胞骨格構成の両
 方を脱制御することを示した。 このことは, 血球細胞分化の異常により発症する白血病の分子メ
 カニズム の新 しい一局面を示 したものであ り, 有意義かつ独創的な知見である。
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 審査結果の要旨
 ヒト急性骨髄性白血病の一型にみられる染色体逆位 16 (p13;q22) においては, PEBP2β遺
 伝子と平滑筋ミオシン重鎖 (SMMHC) 遺伝子との融合により, キメラ遺伝子が生成される。 キ
 メラ遺伝子によりコー ドされる蛋白の PEBP2β部分は, 二量体を形成する PEBP2 転写因子の
 うちの DNA 非結合性サブユニッ ト, PEBP2βのアミノ酸配列に相当する。 一方, キメラ蛋白の
 SMMHC 部分は, 平滑筋ミオシン重鎖部分のロッ ド・ ドメインに相当する。 キメラ蛋白は, 白
 血病発症の活性化オ ンコジンと して作用すると考え られるが, その作用機構について は未だ不明
 な点が多い。 そこで本研究では, 組織培養細胞にキメラ cDNA を トランスフェク トすることに
 より, キメラ蛋白の細胞内局在について, 及びその細胞骨格及び転写活性化能への影響について
 検討することと した。
 cDNA を トランスフェクトした細胞の免疫組織染色により, キメラ蛋白は, 細胞質と核の両
 方に局在することが判明した。 しかも驚くべきことに, キメラ蛋白の発現により細胞形態の劇的
 な変化が引き起こされた。 すなわち細胞は, 長い細胞質突起を有 し, 全体が伸長した状態となっ
 た。 そして形態変化をきたした細胞では, 二重蛍光染色による観察の結果 F一アクチンを含むス
 トレス・ファイバーの崩壊が認められた。 サイ トカラシンBを用いて, 一時的・可逆的な処理
 を施すとキメラ蛋白を発現 している細胞では, 一度崩壊 したストレス・ファイバーの再構築が阻
 害されていた。
 キメ ラ遺伝子から PEBP2β部分を欠如させた変異遺伝子や PEBP2β遺伝子自身を用いた実験
 から, 形態学的変化をもたらすためには, キメラ蛋白の PEBP2β及び SMMHC 両方の ドメイン
 が必要であることが示された。 さらに, キメラ蛋白のほとんどが, 細胞をディタージェント処理
 したあとに残る細胞骨格画分中に保有されることも示された。
 一方, PEBP2 結合配列に依存した転写活性化能をキメラ蛋白が抑制することも, レポーター・
 プラスミ ドを用いた実験によ り, 確かめられた。
 以上により, PEBP2β一平滑筋ミオシン重鎖より成るキメ ラ蛋白は, ストレス・ファイバー及
 び転写活性化能の両者に対 して二重の作用を有することが示された。 そ してそれら2つの異なる
 作用は各々, キメラ蛋白の細胞質及び核内の局在に依存 していると推定された。
 ヒト急性骨髄性白血病のプロ トオンコジンである PEBP2β遺伝子産物の機能については, 転
 写因子サ ブユニッ トと しての側面が従来知られてきたが, 申請者の報告 した最近の知見により,
 細胞骨格への関与もまた示唆されている。 さらに本研究は, PEBP2βと平滑筋ミオシン重鎖と
 のキメラ遺伝子産物が, 転写活性化能及び細胞骨格構成の両方を脱制御することを示した。 この
 ことは, 血球細胞分化の異常により発症する白血病の分子メカニズムの新しい一局面を示 したも
 ので, 有意義かつ独創的な知見であり, 十分に学位に値する。
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